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L'invention concerne l'utilisation de la somatostatin ou d'un de ses analogues 
agonistes pour preparer un medicament destine a reguler la reserve folliculaire 
ovarienne chez la femme non menopausee, ou celle d'un analogue antagoniste de la 
somatostatine pour preparer un medicament destine a accelerer l'entree en croissance 
des foliicules quiescents chez la femme non menopausee. 

Chez la femme, comme chez tons les mammiferes, la fertilite est dependante de la 
presence dans les ovaires des gametes femelles appeles "ovocytes". Dans l'espece 
humaine, le capital ovocytaire est constitue une fois pour toutes a la naissance; le 
nombre d'ovocytes est alors compris entre 500 000 et 1 million par ovaire. Ces ovocytes 
sont entoures de quelques cellules de la granulosa ; cet ensemble fonctionnel est appele 
folUcule ovarien (Gougeon, A., Endocrine Reviews (1996), 17, 121-155) A la 
naissance, mais aussi tout au long de la vie jusqu'a la menopause, la majorite des 
foliicules ovariens sont a un stade de repos. 

Des sa constitution, le capital ovocytaire s'amenuisera progressivement : ainsi, il y aura 
environ 200 000 foliicules par ovaire a la puberte, environ 80 000 a 20 ans, environ 30 
000 a 30 ans, environ 10 000 a 40 ans, le capital etant pratiquement epuise vers l'age de 
50 ans (cf. Gougeon, A. et Lefcvre, B., « Folliculogendse et maturation ovocytaire » 
dans Medecine de la reproduction, 3° edition, Ed. Flammarion, p. 49). L'epuisement du 
capital ovocytaire correspond cliniquement a la m6nopause. Les foliicules au repos 
20 presents dans I'ovaire a un moment donne constituent la "reserve ovarienne". 

Deux mecanismes sont impliques dans l'epuisement progressif de la reserve ovarienne. 
Env,toiL80%_des- foliicules disparauront par entree en apoptose, tandis que les 20% 

— Qx- woissance. Ces aermers entreprendront alors un long processus de 

developpemenn'environ 6 mois) menant une niino J ±te^nfae-eu X -(en^n-4^^^ 
25 tonte la vie) au stade de foliicules preovulatoires contenant un ovocyte mature apte a 
etre-feconde-(Gougeon, A., Endocrine Reviews (1996), 17, 121-155). La majorite des 
foliicules en croissance disparaissent par apoptose conduisant a leur involution; 
I'apoptose les firappea n'imporie quei stade de leur developpement 
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Le passage du stade follicule quiescent au stade de follicule en croissance est un 
phenomene continu mais d'intensite variable. En particulier, il s'accelere dans les 10 a 
15 annees precedant la menopause, des l'age d'environ 38 ans. 

Les facteurs stimulant les premieres etapes de croissance (a partir du grand follicule 
primaire) sont relativement bien connus. Us incluent les gonadotrophines (LH et FSH) 
mais surtout des facteurs de croissance et des steroides tels que les androgenes. Par 
centre les mecanismes controlant l'initiation de la croissance folliculaire sont mal 
connus. H est bien etabli que cette etape de la folliculog6nese n'est pas dependante des 
gonadotrophines (LH et FSH) (cf. par exemple Bullun, S. et Adashi, E., Williams 
Textbook of Endocrinology, Tenth Edition (2003), 587-664). Une hormone nommee 
AMH (Anti-Mullerian hormone) pourrait etre impliquee dans le maintien en quiescence 
des follicules tandis qu«un peptide nomme Kit-Ligand (aussi appele SCF) pourrait etre 
implique dans l'activation des follicules au repos vers la croissance. En outre, un facteur 
de croissance nomme GDF-9 semble important pour soutenir la croissance une fois 
15 enclench6e. 

La somatostatine (SST) est un peptide cyclique present sous deux formes dans 
rorganisme, une forme contenant 14 acides amines et une forme contenant 28 acides 
amines. L'activite biologique de ces deux formes de SST est semblable. La forme 
SST-14 est la forme predominate au niveau du systeme nerveux central. Elle inhibe la 
secr6tion de rhormone de croissance par les cellules somatotropes de l'ante-hypophyse. 
La forme SST-28 est preferentiellement exprimee au niveau de l'estomac et du pancreas. 
L'activite biologique de la SST est induite par l'intermediaire d'une serie de recepteurs 
membranaires couples a une proteine G, dont 5 sous types ont ete caracterises, a savoir 
les sous-types SSTR1 a SSTR5 (Reubi, J.C., Cancer Res., 47, 551-558 ; Resine, T., et 
coll., Endocr. Review, 16, 427 - 442 ; Lamberts, SW. et coll., Endocr. Review, 12, 
450-482). 

La presence de SST au niveau de l'ovaire a ete demontree chez plusieurs especes dont le 
pore (Mori, T. et coll., Acta Endocrinol. (Copenh.) (1984), 106(2), 254-259), le rat 
(McNeill, D.L. et coll., Am. J. Anat. (1987), 179(3), 269-76) et la femme (Hoist et coll., 
Hum. Revrod. (1994), 9(8), 1448-1451). Les recepteurs a la SST ont ete identifies dans 
l'ovaire du rat (Lidor, A. et coll., Gynecol. Endocrinol. (1998), 12(2), 97-101) ainsi que 
dans l'ovaire humain en particulier les sous iypes 1, 2A et 5 (Strauss et coll., Hum. 
Reprod. (2003), 18, Suppl. 1, P-495). 

La contribution de la SST dans la physiologie ovarienne a ete etudiee par plusie urs 
auteurs. eb^le^at^admitus^^ ^duire le nombre dfr 
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cellules hypophysaires produisant LH et FSH ainsi que le nombre de follicules 
pre-ovulatoires dans I'ovaire (Nestorovic et coll., Histochem. J. (2001), 33(11-12), 
695-702). In vitro, la SST inbibe l'aromatase et la production de progesterone, stimulees 
par FSH, dans un modele de cellules de la granulosa (Andreani, C.L. et coll., Hum. 
5 Reprod. (1995), 10(8), 1968-1973). Chez le pore, la SST inhibe l'augmentation de 
l'AMPc induite par LH et la forskoline dans les cellules de la granulosa (Rajkumar, K. 
et coll., J. Endocrinol (1992), 134(2), 297-306), et semble inhiber la maturation 
nucleaire de I'ovocyte preovulatoire (Mori, T. et coll., Acta Endocrinol. (Copenh.) 
(1985), 110(3), 408-412). Chez la femme, des etudes in vitro sur des cellules de la 

10 granulosa issues de follicules pre-ovulatoires suggerent un role inhibiteur direct de la 
SST sur la synthese de 1'IGF-BPl et de la progesterone (Hoist, N. et coll., Fertil. Steril. 
(1997), 68(3), 478-482). Chez la femme, in vivo, SST est capable de reduire la secretion 
de LH par rhypophyse, de diminuer la production d'androgenes et les taux seriques de 
11GF-1. Par contre, SST augmente les taux seriques de l'IGF-BP3 (Fulghesu, A.M. et 

15 coll., Fertil. Steril. (1995), 64(4), 703-708; Piaditis, G.P. et coll., Clin. Endocrinol. 
(Oxf) (1996), 45(5), 595-604). La SST a ete co-administree avec de la FSH lors de 
traitement d'induction de l'ovulation chez des patientes presentant une infertilite 
resultant d'un syndrome des ovaires polycystiques. La capacite de la SST a diminuer les 
taux seriques de LH, et k diminuer les taux seriques dliormone de croissance et dlGF-I 

20 a ete confirmee. Cet effet endocrinien ne s'est pas cependant pas accompagne d'un 
impact significatif sur la croissance folliculaire induite par radministration de FSH 
(Lidor, A. et coll., Gynecol. Endocrinol. (1998), 12(2), 97-101; van der Meer, M. et 
coll., Hum. Reprod. (1998), 13(6), 1465-1469). En resume, il a ete rapporte a ce jour un 
effet marginal de la SST sur la secretion hypophysaire de LH et sur la production de 

25 progesterone par les cellules de la granulosa des follicules pr6-ovulatoires. 

Les Demanderesses ont maintenant decouvert de facon surprenante que la SST et ses 
analogues ont la capacite d'inhiber le passage des follicules d'un stade quiescent kvax 
stade de croissance et que cette faculte ouvrait a ces composes de nouvelles utilisations 
therapeutiques. 

30 L'interet de cette decouverte reside en premier lieu dans l'opportunite d'utiliser la SST 
ou un analogue agoniste de la SST pour preparer un medicament destin6 a diminuer, 
voire inhiber l!entree-en-croissance des-follicules-au-stade quiescent En second lieu, 
Ton pourra aussi utiliser un analogue-antagoniste-de ce pep t ide pour preparer un 
medicament destine-a^celerer 1'entree en croissanee des fsllieules-qaieseents^ 

35 II existe en effet un ensemble— de— situations cliniques pour lesquelles i l serait 
m6dicalement souhaitable pour la patiente de ralentir l'utilisation de la reserve 
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ovarienne afin de differer l'epuisement de cette derniere et done de preserver la fonction 
ovarienne et la fertility. Ces situations sont typiquement, et de maniere non exclusive, 
les patientes a risque de menopause precoce. II est en effet bien connu que certaines 
patientes presentent un Spuisement premature de leur capital folliculaire. La menopause 

5 survient alors avant Tage de 40 ans et parfois meme avant Tage de trente ans. II est 
souvent possible de prevoir cette menopause precoce sur la base d'antecedents 
familiaux, ou d'anomaiies g6netiques telles que ie syndrome de Turner (complet ou 
partiel). Dans cette situation, radministration de SST ou d'un de ses analogues 
agonistes sera preventive et aura pour but de ralentir Tentree en croissance des follicules 

10 quiescents. 

II en est de meme pour les patientes pr6sentant une difficult6 k concevoir et dont Tage 
chronologique ou Tage biologique de ieurs ovaires correspond k la pSriode 
d'acc61eration de la mobilisation des follicules quiescents : ralentir cet 6puisement du 
capital folliculaire devrait permettre d'augmenter Tefficacite des traitements et 
15 l'opportunitS d'obtenir une grossesse. 

Une autre situation clinique pouvant ben6ficier d f un traitement par la SST ou par un de 
ses analogues agonistes est la greffe (preferablement autologue) d'ovaire ou de 
fragments d'ovaire. Dans ce contexte, la reprise de la fonction ovarienne est souvent 
transitoire et s'accompagne d'une epuisement prdcoce du nombre de follicules 

20 primordiaux (Baird, D.T\ et coll., Endocrinology (1999), 140, 462-471). II a en effet 6t6 
demontrS que, lors de la transplantation, les cellules de la granulosa des follicules en 
croissance sont plus disposees k entreprendre un ph6nom£ne d'apoptose que celle des 
foUicules primordiaux (Liu, J. et coll., Hum. Reprod. (2002), 17, 605-611). De plus, ie 
pretevement de tissu ovarien et leur fragmentation entrainent une mobilisation massive 

25 et rapide des follicules primordiaux vers un stade de follicules primaires tardifs 
(cf. Wandji S-A, et aL, Hum. Reprod. (1997), 12, 1993-2001; cf. egalement le groupe 
controle de Fexemple de la presente demande). 

En-dehors des pathol ogies evoquees pr^c6demment, un ralentissement systematique de 
repuisement de la reserve ovarienne pourrait etre envisage chez la femme ne souffrant 

30 d'aucus dy sfoncticomernent ovarien. Dans les pays industrialises, Tallongement continu 
de Tesperance de vie (actuellement environ 83 ans en France) s'accompagne d'un 
allongement de la periode post-m6nopausique et des troubles qui y sont 
assoctes : cardiopathies, ost6oporose, vieillissement cutanS, etc. Des doutes apparaissent 
quant-a i'innocuite k long terme des traitements hormonaux substitutes de la 

35 m6nopause.-En-consequence,-une a l t e r na t i v e eleg an te consist erait a decaler Page de 
survenue de la menopause. Cela reduirait d'autant la periode postm&iopausique et les 
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risques associes. Ce decalage ne signifierait pas pour autant que la fertilite pourrait etre 
maintenue jusqu'a 60 ans et plus. En effet de nombreux travaux suggdrent que la 
fonction ovarienne est maintenue tant qu'un nombre minimum de follicules de la 
reserve est maintenu, et qu'en d6pit dhine fonction ovarienne "normale" (taux de 
5 steroides peu affectes), les possibility de grossesse sont extremement faibles. 

Dans les situations oil Ton souhaite ralentir Tutilisation de la reserve ovarienne, on 
utilisera seion ^invention la somatostatin naturelle (SST14 ou SST28), ou, de 
preference, un analogue agoniste de la somatostatine (naturel ou synthetique). 
L'analogue agoniste de la somatostatine peut etre un polypeptide cyclique ou non 

10 cyclique, une proteine de fusion ou de recombinaison, une entite chimique non 
peptidique (i.e. peptidomimetique) ou encore un peptide «SS-like» tel que la 
corticostatine. Les analogues agonistes k utiliser devront presenter une haute affinite 
pour le rScepteur SST et induire une activite fonctionnelle de celui-ci telle que 
Tinhibition de la secretion d'hormone de croissance par des cellules somatotropes de 

15 rhypophyse et/ou Tinhibition de la proliferation in vitro de cellules d'ad6nome 
hypophysaire. De preference, l'analogue agoniste de la somatostatine aura une haute 
affinite pour Tensemble des sous types de recepteurs de la SST ou alors une affinite 
privilegiee pour au moins Tun des sous-types 1, 2, 3, 4 et 5. 

Des analogues agonistes de la somatostatine ont ete decrits notamment dans la demande 
20 de brevet PCT WO 01/00676 ou WO 98/08528 ou encore dans les brevets US 
6,387,932, US 6,268,342, US 6,057,338, US 6,025,372. 

Parmi les analogues agonistes de la somatostatine utilisables selon l'invention, on peut 
citer plus particulterement le lanreotide, l'octreotide, le vapr6otide, le SOM 230 (voir 
structure ci-dessous), le MK-678 (voir structure ci-dessous), le BIM-23190 (peptide de 

25 stmctureN-hydroxy6^ 

Thr-NH 2 ), le BIM-23197 (peptide de structure Hepes-D-Phe-cyclo[Cys-Tyr-D-Trp-Lys- 
Abu-Cys]-Thr-NH 2 dans laquelle Abu represente l'acide aminobutyrique), le 
BIM-23268 (peptide de structure cyclo[Cys-Phe-Phe-D-Trp-L3^-Thr-Phe-Cys]-NH 2 ), le 
PTR-3173 (voir structure ci-dessous), ie TT-232 (de structure D-Phe-cyclo[Cys-D-Tip- 

30 Lys-Cys]-Thr-NH2) ? et leurs sels pharmaceutiquement acceptables . On preierera tout 
particulierement employer le lanr6otide, Foctr6otide ou un de leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables, et plus particulierement le lanreotide ou un de ses sels 
pharmaceutiquement acceptables. 
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Selon une variante prefer6e de Finvention, les patientes auxquelles sera destine le 
medicament a base de somatostatine ou d'analogue agoniste de la somatostatine 
mentionn6 prtscedemment seront des femmes ayant un facteur de risque de menopause 
pr6coce, et notamment des femmes ayant des antecedents familiaux de menopause 
5 precoce. Selon une variante particulidre de Tinvention, les patientes auxquelles sera 
destine le medicament & base de somatostatine ou d'analogue agoniste de la 
somatostatine mentionne pr6cedemment seront des femmes atteintes d'une 
micro-deletion du chromosome X ou d'un syndrome de Turner partiel. 

Le second int6ret de la dScouverte evoqu6e precedemment reside dans Topportunite de 
10 preparer un medicament k base d'un analogue antagoniste de la somatostatine pour 
-acceterer Ventres en croissance des foliicules quiescents. En efifet, un couple sur six 
parmi ceux qui souhaitent une grossesse pr6sente une difficuite a concevoir. Bien que 
ics-c^osss-soient-rntiltiples, deux types-de-traitement ont emerg&jstsont utilises de facon 
reguli^re en-medecine humaine pour le traitement de la sterility. Ces traitements, aussi 
15 appeles "Assistance Medicale a la Procreation" (AMP), consistent d'abord a induire la 
croissance simultanee de plusieurs foliicules pr6-ovulatoires. Ceci permet d'obtenir 
plusieurs-ovocytes-matures, -et-donc-plusienrs embryons, et ainsi d'augmenter les 
-chances— de— conception— Ceci est— r£alis6-par radministration d 'un ou plus ieurs 
medicaments stimulant la secr6tion hypophysaire des gonadotrophines (FSH et LH), tel 
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qu'un anti-oestrogene (par exemple le citrate de clomiphene ou le tamoxifene) ou un 
inhibiteur de l'aromatase (par exemple le letrozole, l'anastrazole ou l'exemestane). La 
croissance simultanee de plusieurs follicules pre-ovulatoires peut aussi etre induite par 
radministraticm d'une preparation de FSH humaine (extractive ou recombinante) 
5 associee ou non a de la LH. Lorsque les follicules ont atteint une taille pre-ovulatoire, 
selon la cause de la sterilite, deux options de traitement existent. La premiere est de 
realiser une insemination intra-uterine (IRJ) et la seconde est de prfelever les ovocytes 
dans l'ovaire par aspiration des follicules (entre 5 et 15 ovocytes) et de realiser une 
insemination au laboratoire (in vitro), soit par simple co-incubation des ovocytes avec 

10 les spermatozoYdes du partenaire (FIV) ou par micro-injection d'un spermatozoide 
directement dans Tovocyte (ICSI). L'obtention de plusieurs ovocytes matures est critique 
pour optimiser les taux de succds (taux de grossesse) obtenus par ces traitements ; or 
chez certaines femmes, malgre une stimulation ovarienne appropri6e, le nombre 
d'ovocytes obtenus est faible voire meme egal k un. Cette difSBculte a repondre au 

15 traitement stimulant resulte du nombre restreint de follicules en croissance presents 
dans les ovaires de ces patientes. II est done d'un interet therapeutique important de 
pouvoir mobiliser des follicules de la reserve ovarienne et de les faire entrer en phase de 
croissance. 

Un autre objet de la presente invention consiste en Putilisation d f xm analogue 
20 antagoniste de la somatostatine pour preparer im medicament destine k acc61erer Tentr^e 
en croissance des follicules quiescents chez la femme non m6nopausee. 

L'administration d'mi tel medicament pendant une periode de 1 a 12 mois chez la 
femme conduira k une augmentation du nombre de follicules en phase de croissance et 
done susceptibles d'etre stimulus par les traitements standard pour atteindre le stade de 
25 follicules pr6-ovulatoires. 

L'analogue antagoniste de la somatostatine peut etre un polypeptide cyclique ou non 
cyclique, une proteine de fusion ou de recombinaison, une entit6 chimique non 
peptidique (i.e. peptidomim6tique) ou encore un peptide «SS-like» tel que la 
corticostatine. Les analogues antagonistes a utiliser devront presenter une haute affinite 

30 pour le reeepteur SST et irfrfber ractivite- foiictioiin^ te de SST14 ou SST28 telle que 
Tinhibition de la secretion dliormone de croissance par des cellules somatotropes de 
lliypophyse et/ou Tinhibition de la proliferation in vitro de cellules d'adenome 
hypophysaire. De preference, l'analogue antagoniste de la somatostatine aura une haute 
affinite pour rensembte des sous types de xece pl eurs de la SST ou alors une affinite 

35 privilegiee pour au moins rim des sous-types L 2. 3, 4 et 5. 
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Un analogue aatagoniste de la somatostatine utilisable pour pr6parer selon ^invention 
pourra par exemple etre un peptide de formule generate 

A^cycio {D-Cys-A 2 -D-Trp-A 3 -A 4 -Cys}-A 5 -Y l 

0) 

5 dans laquelle : 

A 1 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; 

A 2 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; 

A 3 est Dab, Dap, Lys ou Orn ; 

A 4 est ^-Hydroxyvaline, Ser, Hser, ou Thr ; 
10 A 5 est un D- ou L- a-aminoacide aromatique eventuellement substitu6 ; et 

Y 1 est OH, NH 2 ou NHR 1 , R 1 etant (C^alkyle ; 

chaque a-aminoacide aromatique eventuellement substitue etant eventuellement 
substitue avec un ou des substituants choisis independamment parmi le groupe compost 
d'un atome halogdne et des groupes N0 2 , OH, CN, 
15 (C w )alkyl, (C 2 - 6 )alkenyle, (C 2 - 6 )alkynyle, (Ci- 6 )alkoxy, Bzl, O-Bzl et NR*R 10 , R 9 et 
R 10 6tant chacun independamment H, O, ou (Ci- 6 ) alkyle; et 

chaque atome d*azote de liaison amide peptidique et le groupe amino de A 1 etant 
Eventuellement substitu6 avec un groupe m6thyle, etant entendu qu'il y a au moins un 
tel groupe methyle dans un peptide de formule generate (I) ; 

20 ou un sel pharmaceutiquement acceptable d'un peptide de formule gen6rale (I). 

Par "a-aminoacide aromatique*', on entend un r6sidu aminoacide de formule 

NH-CH-CO— ^ ( ^ ans i a q Ue ii e z x est un radical contenant un cycle aromatique et Z2 
est un atome d'hydrog&ie ou un radical contenant un cycle aromatique. Des exemples 
de tels radicaux contenant un cycle aromatique incluent, mais ne sont pas limites a, un 
2< r yrte benzenique ou pyridine et les structures suivantes avec ou sans un ou des 
substituants X sur le cycle aromatique (X 6tant, ind6pendamment k chaque fois quTI 
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intervient, un atome halogene, N0 2 , CH 3 , OCH 3j CF 3 ou OH) : 

pL <x v>. j6> A>" 

, > » > 



F 




D* autres exemples d'un 



"a-aminoacide aromatique" selon Tinvention sont des His substituees, telles que 
5 MeHis, His (t-Me) ou His (rc-Me). 

D* autres analogues antagonistes de la somatostatine ont 6t6 d£crits notamment dans les 
demandes de brevet PCT WO 98/08528, WO 98/08529, WO 98/24807, WO 98/44921, 
WO 98/44922, WO 98/45285 et WO 99/22735, ou encore dans les brevets 
US 6,387,932, US 6,262,229, US 6,063,796, US 6,057,338, US 6,025,372, 
10 US 5,925,618, US 5,846,934 et US 4,508,71 1. 

Parmi les analogues antagonistes de la somatostatine utilisables selon Finvention et 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables, on pourra citer plus particuliSrement : 

♦ les peptides de formule g&ierale (I) suivants : 

- Cpa-cyclo[D-Cys-Pal-D-T^ ; 
15 - Cpa-cyclo[D-Cys-Tyr-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

- Cpa-cyclo[D-Cys-Pal-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

♦ le peptide connu sous le nom de code AC-178,335 (de structure ac6tyl-D-His-D- 
Phe-D-ne-D-Arg-D-Trp-D-Phe-NH 2 ) ; 

♦ i'octapeptide connu sous le nom de code ODN-8 (c£ Fig. 1 de Proc. Natl Acad. Sci. 
20 USA (2000), 97(25), 13973-13978) ; 

♦ le peptide connu sous le nom de code "SB-7I04TI (de structure Cpa-cycio[D-Cys- 
Pal-D-Trp-Lys-VaUCy^]^Cpa-amide)-; 

♦ le peptide connu sous le nom de code B1M-23056 (de structure representee 
ci-aprds) ; 

25 ❖ le compose corrau-sous~le-nom-de~code- BN-81 674-(de-strueture representee 
ci-apres) ; 
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❖ le compose connu sous le nom de code SRA-880 (de structure representee 
ci-apr£s) ; 

et les sels pharmaceutiquement acceptables de ces derniers. 




NH 2 

BUM 23056 




SRA-880 



Par-analogue agoniste de la somatostatin, on entend un compose pour lequel la dose 
effective DE50 determine au test de Peffet agoniste decrit plus loin est inferieure ou 
egale k 1 pour au moins i'un des sous-r6cepteurs de la somatostatine. 



-11- 



Par analogue antagoniste de la somatostatine, on entend un compose pour lequel la dose 
effective DE50 determine au test de l'effet antagoniste decrit plus loin est inferieure ou 
egale a 1 pour au moins Tun des sous-recepteurs de la somatostatine. 

Par sel pharmaceutiquement acceptable, on entend notamment dans la presente 
5 demande des sels d'addition avec des acides inorganiques tels que chiorhydrate, 
bromhydrate, iodhydrate, sulfate, phosphate, diphosphate et nitrate ou avec des acides 
organiques tels que acetate, maleate, famarate, tartrate, succinate, citrate, lactate, 
m&hanesulfonate, p-tolu£nesuifonate, pamoate et stearate. Entrent egalement dans le 
champ de la presente invention, lorsqu'ils sont utilisables, les sels formes k partir de 
10 bases telles que l'hydroxyde de sodium ou de potassium. Pour d'autres exemples de sels 
pharmaceutiquement acceptables, on peut se referer a "Salt selection for basic drugs", 
Int. J. Pharm. (1986), 33, 201-217. 

Selon la pr6sente invention, les preparations pharmaceutiques contenant de la 
somatostatine bu un de ses analogues agonistes ou antagonistes applicables k cette 

15 invention pourront etre administr6e par voie parentSrale (sous cutanee, intra-musculaire, 
intra-peritoneaie, intra-veineuse, ou en implant), par voie orale, vaginale, rectale, nasale, 
sublingual ou transdermale. La voie vaginale sera prefi&ree car elle permet de delivrer 
des concentrations effectives du principe actif au niveau ovarien tout en minimisant 
Texposition syst&nique. La somatostatine ou Panalogue de la somatostatine utilise sera 

20 formule avec les excipients necessaires et connus de lliomme de Tart, pour permettre 
une administration efficace et reproductible pour chaque voie d'administration. 

La dose d f un produit selon la pr6sente invention, a prevoir pour le traitement des 
maladies ou troubles mentionn&s ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, Tage 
et le poids corporel du sujet k traiter ainsi que l*6tat de ce dernier, et il en sera decide en 
25 definitive par le m6decin ou le vet6rinaire traitant. Une telle quantity d6termin6e par le 
m6decin ou le v6t6rinaire traitant est appelSe ici "quantite therapeutiquement efficace". 

Les situations typiques suivantes pour une utilisation selon Tinvention pourraient 
toutefois etre ^ivisagees : 

❖ Une patiente d'environ 20 k 25 ass-(par^xempl^-pr6sente un s yndrom e de Turner 
30 partiel par micro-del6tion d'un chromosome X. Sa fonction ovarienne est 

apparemment normale avec des cycles ovulatoires reguliers. Son taux serique de 
FSH est legerement 61ev6 durant la periode de transition luteo-folliculaire (par 
exemple FSH — environ 9,2 in/litre). Lechographie ovaiienn e realisee par vuie 
Uans-vaginale montre des ovaires de volume normaux avec un nombre de foliicuies 
35 antraux legerement diminue. Considerant son risque 61eve de presenter une 
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menopause precoce, la patiente est traitee avec de P acetate de lanreotide a une dose 
de 120 mg/mois (Somatuline® Autogel® 120 mg, Beaufour Ipsen Pharma, France). 
Le traitement est interrompu apres plusieurs annees lorsque la patiente souhaite 
concevoir. 

5 ♦> Une patiente d' environ 35 a 40 ans presente une sterilite primaire depuis plusieurs 
annees. Le bilan du couple conclu en une sterilite d'origine tubaire, resultant tr£s 
probablement d f un antecedent de peritonite. Les cycles menstruels sont ovulatoires 
et le taux serique de FSH est leg&rement eleve durant la periode de transition 
luteo-folliculaire (par exemple FSH= environ 11,4UI/L). L'echographie ovarienne 

10 realisee par voie trans-vaginale montre des ovaires de volume 16g6rement diminue 

avec un nombre de follicules antraux diminues (environ 3 par ovaire). Un diagnostic 
de diminution de la reserve ovarienne est pose. Un traitement par fecondation in 
vitro est recommande et la patiente entreprend un traitement de stimulation 
ovarienne par injection quotidienne de 225 unites de FSH recombinants Au 6 e jour 

15 de stimulation, une echographie ovarienne montre un seul follicule en croissance de 

14 mm dans Tovaire droit. La dose de FSH est doublee et la patiente est revue 2 
jours plus tard. Un seul follicule de 18 mm est observe, confirmant une diminution 
de la reserve ovarienne. Le traitement est interrompu. Apres retour d'un cycle 
spontane, un traitement par administration quotidienne d'un analogue antagoniste de 

20 la somatostatin est initie. Durant ce traitement, le nombre de follicules antraux 

presents dans chaque ovaire est estime par echographie en debut de chaque cycle 
menstruel. Apris 4 mois de traitement, le nombre de follicules antraux est en 
moyenne d'environ 6 par ovaire et la FSH serique a diminue. Une stimulation par 
FSH recombinante est initiee, un d6veloppement folliculaire multiple est obtenu, et 

25 une procedure de ffecondation in vitro classique est effectuee. 



Abreviations et de fi ni t ions particulieres utflisecs dans la presente demande : 

Les-abreviations des acides amin6s courants sont en accord avec les recommandations 
_XUEACJUB. Par ailleurs, les definitions pour certaines abreviations utilisees dans la 
presente demande sont comme suit : 

3D Abu = acide a-aminobutyrique ; 

Aib == acide a-aTninoisohntyriqiie ; 

/ff-Ala = ^-alanine ; 
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Amp 




4-aminn-riViPnvl alanine • 


Ava 




"^iviv^ — ' ainniu vaiti ii^u.c 9 


Cha 




^yuitJJJCXyidlanillC , 


Coa 




j~^^cnioropnenyi ^alanine, 


XJQXJ 




acide 2,4-diaminobutyrique ; 


Dan 




acme z,s>-aianiinopropionique ; 


Din 




3,3-diphenyIalanine ; 


nAT) A 

VJ/VxSA 




acide y-aminobutynque ; 






homoserine ; 


1 -"Mai 
1 ~1N at 




3-(I-naphthyl)alanine ; 






3-(2-naphthyl)alamne ; 






norleucine ; 


IN Va 




norvaline ; 


46-Jrai 




3-(Z-pynayr)aIanine ; 


3-Pal 




3-(3-pyridyl)alanine ; 


4-Pal 




3-(4-pyridyl)alanine ; 


Tfin 




trifluoromethyle ; et 


TfmA 




4-trifluorom6thylphenyl-alanine. 


Enfin, Tyr(I) 


represente 


un residu tyrosine iod€ (par exemple 



20 3,5-I-Tyr) dans lequel Patome d'iode peut etre un isotope radioactif, par exemple I125, 
I127 ou I131. 

Par ailleurs, le terme "environ" fait reference a un intervalle autour de la valeur 
considfree. Tel qu'utilise dans la pr6sente demande, "environ X" signifie un intervalle 
de X moins 10% de X k X plus 10% de X, et de preference un intervalle de X moins 5% 
25 de X £ X plus 5% de X. 
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Preparation des peptides de formule generale (I) : 

Les peptides de formule generale (I) mentionnes ci-dessus et leur synthase sont decrits 
dans la demande de brevet PCT WO 02/072602. 



A moins qu'ils ne soient definis d*une autre maniere, tous les termes techniques et 
5 scientifiques utilises ici ont la meme signification que celle couramment comprise par 
un specialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De meme, toutes 
les publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references 
mentionnSes ici sont incorporees par reference. 

L'exemple suivant est presente pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doit en 
10 aucun cas etre considere comme une limite k la portee de l'invention. 



EXEMPLE 

Des ovaires de brebis adultes sont collectes imm6diatement apr6s abattage. Les ovaires 
sont places dans un milieu de transport d'organes sans serum (X-vivo, Bio Whittaker, 
Walkersville, MD, USA) k 10 °C et acheminS au laboratoire. Environ 1 h aprSs le 
15 pr61dvement, le cortex est isol6 de la medulla puis fractionn6 en tranches de 2 mm 
d'epaisseur (1 cm 2 , poids moyen de 212 mg) aprds rin$age dans du X-vivo neuf. Les 
fragments de cortex sont cultiv6s en etuve sous 5% d'oxygene pendant 10 jours dans des 
boites k puits en presence de DMEM. Le milieu est change tous les 2 jours. 

JSanszles fragments controies (incubees en 1'absence de SST) les fbllicules primordiaux 
2& parent pr ogressivenient vers le stade de follicule en debut de croissance (voir les 
Figures 1 et 2). L'addition de SST14 k des concentrations variant entre 10" 9 M et 10" 6 M 
inhibe tr6s si gn jficat ivement Tentree des follicules primordiaux en croissance comme le 
montre le maintien au cours du temps du nombre de follicules primordiaux 
(cf. Figure 1) et 1'absence d'augmentation du nombre de follicules primaires 
25 (cf. Figure 2). 
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Breve description des figures 

La Figure 1 represente les proportions de follicules au repos au cours d'une periode de 
10 jours de culture de cortex ovarien de brebis. Ces proportions sont mesurees pour 
chaque echantillon teste au jour du debut de P experience (JO), au 4° jour (J4), au 7 C jour 
5 (J7)etaulO c jour(J10). 

La Figure 2 represente les proportions de follicules primaires au cours d'une periode de 
10 jours de culture de cortex ovarien de brebis. Ces proportions sont mesurees pour 
chaque echantillon teste au jour du debut de P experience (JO), au 4 e jour (J4), au 7 e jour 
(J7) et au 10 e jour (J10). 



10 Tests de determination de Teffet agoniste ou antagoniste d'un analogue de la 
somatostatine 

Inhibition de la production intracellulaire d'AMPc 

Des cellules CHO-K1 exprimant les sous-types de recepteurs de la somatostatine 
humaine (SRIF-14) sont cultivees dans des plaques k 24 puits dans un milieu RPMI 
15 1640 contenant 10% de sdrum foetal de veau. Le milieu est change le jour precedant 
Texp6rience. 

Les cellules a raison de 10 5 celiules/puits sont lavees 2 fois avec 0,5 ml de nouveau 
milieu RPMI comprenant 0,2% BSA complete par 0,5 mM de 3-isobutyl- 
1-methylxanthine (IBMX) et incub6es pendant environ 5 minutes a environ 37 °C. La 
20 production d'AMP cyclique est stimulee par l'addition de 1 mM de forskoline (FSK ; 
fournisseur: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) pendant 15-30 minutes a 
environ 37 °C. 

Determination de Veffet agoniste d'un analogue de la somatostatine 

L'effet agoniste d'un analogue de la somatostatine est mesur6 par l'addition simultanee 
25 de FSK (1 |iM) et de l'analogue a tester (10' 10 M a 10" 5 M). 

T,e milieu_reactiQnnel-est elimine etJ20fl_mLdeJElCL^ 

d'AMPc est mesur6e par un test radioimmunologique (KitTlasHPlate SMP001A, New 
England Nuclear, Boston,4JS A). 
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Determination de I'ejfet antagoniste d'un analogue de la somatostatine 

L'effet antagoniste d'un analogue de la somatostatine est mesure par l'addition 
simultanee de FSK (1 \jM) , SRIF-14 (1 a 10 nM) (fournisseur : Bachem, Torrence, CA, 
USA) et de ^analogue a tester (10* 10 M a 10* 5 M). 

Le milieu reactionnel est 61imin6 et 200 ml de HC1 0,1 N sont ajout6s. La quantite 
d'AMPc est mesuree par un test radio immunologique (Kit FlashPlate SMP001A, New 
England Nuclear, Boston, USA). 
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Revendications 



1. Utilisation de la somatostatine ou d'un de ses analogues agonistes pour preparer un 
medicament destine k reguler la reserve folliculaire ovarienne, et en particulier k 
diminuer T6puisement de la reserve folliculaire ovarienne avec le temps, chez la femme 

5 non menopausee. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la somatostatine est 
utilisee pour preparer le medicament. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce qu*un analogue agoniste de la 
somatostatine est utilise pour preparer le medicament 

10 4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que r analogue agoniste de la 
somatostatine est choisi parmi le groupe compose du lanreotide, de Foctreotide, du 
vapreotide, du SOM 230, du MK-678, du BIM-23190, du BIM-23197, du BIM-23268, 
du PTR-3173, du TT-232 et des sels pharmaceutiquement acceptables de ces derniers. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que ^analogue agoniste de la 
15 somatostatine est le lanr&otide ou un de ses sels pharmaceutiquement acceptables de ces 

derniers. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le medicament 
est destine k etre administre k une femme ayant im facteur de risque de menopause 
pr6coce. 

20 7. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 5, caracterisee en ce que le medicament 
est destine k etre administre a une femme atteinte d'une micro-d6letton du 
chromosome X. 

8. Utilisation dim analogue antagoniste de la somatostatine pour preparer un 
medicament destine a accelerer l f entr6e en croissance des follicules quiescents chez la 
25 femme non menopausee. 
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9. Utilisation selon la revendication 8, caractSrisee en ce que r analogue antagoniste de 
la somatostatine est choisi parmi les peptides de formule g6nerale (I) 



5 dans laquelle : 

A 1 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; 

A 2 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substituS ; 

A 3 est Dab, Dap, Lys ou Om ; 

A 4 est jff-Hydroxyvaline, Ser, Hser, ou Thr ; 
10 A 5 est un D- ou L- a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; et 

Y 1 est OH, NH 2 ou NHR 1 , R 1 etant (C^)alkyle ; 

chaque a-aminoacide aromatique 6ventueilement substitue etant eventuellement 
substitue avec un ou des substituants choisis independamment parmi le groupe compose 
d'un atome halogdne et des groupes NO2, OH, CN, 
15 (Ci^)alkyl, (C 2 - 6 )alkenyle, (C 2 - 6 )alkynyle, (Ci- 6 )alkoxy, Bzl, O-Bzl et NR 9 R 10 , R 9 et 
R 10 6tant chacun independamment H, O, ou (Q-6) alkyle; et 

chaque atome d* azote de liaison amide peptidique et le groupe amino de A 1 etant 
Eventuellement substituS avec un groupe methyle, etant entendu qu'il y a au moins un 
tel groupe methyle dans un peptide de formule generate (I) ; 

20 et les sels pharmaceutiquement acceptables de tels peptides- 

10. Utilisation selon la revendication 8, caract6risee en ce que Fanalogue antagoniste de 
la somatostatine est choisi parmi le groupe compos6 : 

❖ les peptides suivants : 

- Cpa^cydQ[D-Cys-Pal-D-Tro-N-Me-Lys-Thr-C^ 

~. - Cpa-cyclo[D-Cys-Tyr-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cysl-Nai-NH 2 ; 

- Cpa-cyclo[D-Cys-Pal-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

❖ le^p eptide co n mr sous le nonrde code AC- 178,335 ; 




A^cyciofD-Cys-A^D-Trp-A^A^Cys}^ 5 ^ 1 



(I) 




❖ l'octapeptide connu sous le nom de code ODN-8 ; 

❖ ~le pep tide cumm sous le nom de code SB-7T041 1 ; 
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❖ le peptide connu sous le nora de code BIM-23056 ; 

❖ le compose connu sous le nom de code BN-81674 ; 

❖ le compose connu sous le nom de code SRA-880 ; 

et des sels pharmaceutiquement acceptables de ces derniers. 
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ABREGE 



L'invention concerne l'utiiisation de la somatostatine ou d'un de ses analogues 
agonistes pour preparer un medicament destinfe & reguler la reserve folliculaire 
ovarienne, et en particulier a diminuer Fepuisement de la reserve folliculaire ovarienne 
avec le temps, chez la femme non m&iopausee, ou celle d'un analogue antagoniste de la 
somatostatine pour preparer un medicament destine a acceterer Pentose en croissance 
des follicules quiescents chez la femme non menopauste. 
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